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論文内容要旨
 正常細胞の癌化にともなって,接触抑制の喪失などをはじめとして,細胞膜構造における変異
 を思わせる種々の現象が,観察され,とくに,この膜系の変異と,細胞膜表在性シアル酸との関
 連性が・指摘されている。そこで,著者は,癌細胞におけるシアル酸代謝に着目し,その特徴を
 把握する目的で,ラットの肝及び肝癌を用いて,シアル酸生合成にあずかる諸酵素について検索
ノ
 を行なった。その結果,UDP-N-Acetylglucosa皿ine2-epimeraseの活性が,癌細
 胞において,激減している事がわかった。またこの酵素は,胎児肝では,比活性が低く,分化と
 ともに上昇する。この様に,本酵素は,シアル酸生合成の調節,また癌化にともなう糖タンパク
 変異においても,極めて重要な役割を演じていることが,明らかになったが,しかし,本酵素に
 関するこれまでの報告は,その不安定な性質のために,報告者により,成績が大きく異なり,ま
 た,いちじるしく徹底を欠いている。そこで,ラット肝を用いて,本酵素の純化とその性状究明
 とを試みた。まず,本酵素に対する保護効果について,基質を含むその関連物質を用いて検索を
 行なった結果,基質である,UDP-N一アセチルグルコサミン(UDP-GlcNAc)の他に,UDP
 に強い保護効果が認められ,これに対して,'これまで多くの研究者によって安定化剤として使用
 されてきたウリジンは,まったく無効であった。そこでUDPを安定化剤として使い,硫安分画・
 プロタミン処理,ハイドロキシアパタイト,及びTEAE一セルロースカラムクロマトを用いて本
 酵素の純化を試みた結果,飛躍的に安定かつ高比活性で,しかも純化の過程でほとんど二次的変
 化をこうむらない酵素標品を得ることに成功した。純化酵素は,UDPの存在下にもかかわらず,'
 4℃24時間のagingによって失活した。しかし,この失活は,可逆的で,ジチオスレイトー
 ル(DTT)の添加によって・活性を完全に回復し得た。UDP及びDTTに認められたこれら
 の保護効果は,その作用機序を互に異にし,前者は,Vmaxの低下を防止し,後者は,K勉の増
 大を防止することによって,各々の保護効果をあらわしていることを,明らかにした。本酵素標
 品において,基質であるUDP-GlcNAcに対するK規は,0、08惚M,阻害剤であるUDPに対
 するKiは,C.14鵬Mで,これらの値は,これまでの報告に比し,いずれも1オーダーほど低い。
 すなわち,本酵素標品は,上記の物質に対して,高い親和性を有した。また,本酵素のLinewe-
 aver-Burkプロットは,2相性を示すことを,はじめて明らかにした。この2相性は・粗抽
 出液の段階でも認められ,屈折する点の基質濃度は,ほぼ0.5勉Mであって,純化後の酵素でも
 変らない。また,これは,DTT非存在下でのagingによって消失し,DTTの添加によって
 再現された。アロステリック阻害剤であるCMP-N一アセチルノイラミン酸(OMP-NANA)の
 阻害によっても・2相性が消失した。これらの事実から・この2相性は・negativecoope一
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1
P
 畢irativityによるものであると考えられる。
 lCMP-NANA阻害とUDP『 濃度との関係から'この阻害は'K鵠とV㎜xの変化を
 彫、ともなっていることがわかった・すなわち・本阻害は・従来・V-systemと考えられてきたが・
 騨かにV-Ksystemに属する・CMP-NANA濃度との関係をみると・sigmoidicity
 鞭認められ・Hi11プロットより・n=6であり・これまでの報告n=4と異なる。また・
 絆.00%の阻害がみられ,50%阻害に必要なGMP-NANAの濃度は,0.025伽Mと低値で,
 戴、これは,その組織内濃度とほぼ一致した。CMP-NANA阻害に関するこれらめ成績は,これま'
 ,蕪・での報告と,いちじるしく異なるものであり,著者によってはじめて,本阻害が極めて敏感かつ
 蓼幽で・生理的噺意 ち得ることが示され島
 本酵素は,UDPによって,これまでの報告とは異なり・競合的に阻害され,種々のUDP濃
 度について得られたLineweaver-Burkプロットの勾配とUDP濃度との関係は,直線的で
 あった。また,UDP非存在下でみられたnegativecooperativityが,UDPの存在下
 で消失し,このとき,Vmaxの一致がみられたが,このVmaxが,UDP非存在下での,基質
 低濃度部分から得られるVmaxと一致した。この事実は,negativecoopefativityに
 よる活性の上昇は,本酵素を構成するサブユニット間の相互作用の変化のみでは説明できず,サ
 ブユニットの活性部位におけるコンホメーションの変化にもとずくVmaxの変化をともなってい
 るものと考えられる。そこで,これらの事実を説明するために,Kosmaロdらによって提唱さ
 れた,アロステリック酵素の反応速度方程式を基礎にして,彼らが考えたサブユニット間の相互'
 作用の変化の他に,さらに,活性部位のコンホメーションの変化によるVmax及びK%の変化を
 考慮した,アロステリック酵素の新しい反応速度方程式を誘導した。
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 審査結果の要旨
 著者が研究の対象としたUDP-N一アセチルグルコサミンー2'一エピメラーゼは,糖タンパク
 に含有されるN一アセチルノイラミン酸の前駆体であるGMP-N一アセチルノイラミン酸(GMP-
 NANA)生合成系の律速酵素で,糖タンパク生合成系においてきわめて重要な代謝的地位を占め
 ながら,これまで徹底した研究が行なわれていなかうた・
 この酵素の活性が,GMP-NANAによりフィードバック阻害されることを明らかにしたK・m-
 feldらの先駆的研究をも含め,いくつかの研究論文は発表されているものの,それらに従えば,
 効果的阻害に必要なGMP-NANAの濃度は細胞内濃度の10倍を超え,これでは上記フィー腿
 ック阻害が,果たして生理的に重要な役割を演じているかどうかも疑わしい,という状況であった。
 このような結果しか得られなかったのは,この酵素がきわめて不安定で,精製操作中にこれに
 基づく二次的変化が,既に酵素に生じていたためと推察される。
 著者はこの推測の上に立って,従来安定化の目的で使用されてきたウリジンが無効であること
 を確かめたのちに,広く安定化剤を探求し,UDPに強いこの作用があることを見いだし,これを
 精製に際して利用した。さらにいくつかの工夫を加え,ほとんど二次的変化をこうむっていない
 標品を,従来よりも飛躍的に高い純度で得ることに成功したのである。
 著者が得た標品が二次的変化を受けていないことは,これを効果的に阻害するOMP-NANA
 濃度が,細胞内の生理的濃度に一致した点からも明らかである。
 この標品を用いて著者はさらに,多くの新らしい性状をこの酵素について明らかにした。一例
 を挙げれば酵素が,基質であるUDP-N一アセチルグルコサミンとの結合において,Koshland
 のいうnegativecooperativityを示すことである。この現象は,UDPやGMP-NANA
 のような阻害物が共存するときは発現せず,また酵素の一SH基の酸化によっても可逆的に消失
 する。
 これを要するにUDP-N一アセチルグルコサミンー2'一エピメラーゼという酵素の本態や意義
 は,著者によって始めて明らかにされたのであり,精製方法と性状を記載した本論文は,学位授
 与に値するものである。
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